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@ Verfahren zunn Aniagern und ImnDobilisieren von Heparin auf anorganischeri Substratoberflachen von 
kardiovaskularen Implantanten 

^) Ein Verfahren zum Aniagern und Immobilisieren von _ 
Heparin auf anorganischen Substratoberflachen von kardio- 
vaskularen Implantaten weist folgende Verfahrensschritte 

auf: 

- Aktivierung der anorganischen Substratoberflache durch 
Anatzen. 

- Aniagern einer photoaktiven Benzophenonverbindung un- 
ter UV-Bestrahiung ais Spacer mit einer Aminoschutzgruppe 
auf der aktivierten Substratoberflache, 

• Abspaltung der Aminoschutzgruppe mit einer wasserfreien 
Piperidinlosung. und 

- kovalente Peptid-Bindung von Heparin an die freiliegenden 
und reaktionsfahigen Aminogruppen der Substratoberflache 
durch deren Beaufschlagung mit einer wa&rigen Heparin-L6- 
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Beschreibung 

Verfahren zum Aniagern und Immobilisieren v n Hepann auf anorganischen Substratoberflachen von kar- 
diovaskularen Implantaten. 

5 Die Erfindung beiriffi ein Verfahren zum Aniagern und Immobilisieren von Heparin auf anorganischen 
Subsiratobernachen von kardiovaskularen Implantaten. wie Herzklappen-Implantaten oder alloplastischen Ge- 
faOwandstutzen, die im Fachjargon ubiichenveise ah "Stents" bezeichnet werden. 

Zum Hintergnind der Erfindung ist auszufuhren. daQ bei der Einpflanzung von kardiovaskularen Implantaten 
generell das Problem emer akuten Thrombenbildung an der Oberflache dieser Impiantate besteht. da das damit 
10 in IConiakt kommende Blut zu Koagulation neigt Urn nun die Gefahr einer akuten Thrombenbildung zu 
reduzteren, ist es ubiich, dem Patienten Antikoagulanticn. z. B. Heparin- Praparate in hohen Dosierungen etwa 
durch Einspntzen in den Blutkreislauf zu verabreichea Diese Art von Therapie ist jedoch mit unerwunschten 
Nebenwirkungen verbunden und daher grundsatzlich problematisch. 

Ein Ansatz zur Ldsung dieser Problematik besteht darin, gerinnungshemmende Medikamente auf der Ober- 
15 nache der Impiantate chemisch zu binden. Damit wird das z. B, Heparin- Praparat, das auf katalytische Weise 
eine Coagulation des Blutes verhindert oder zumindest reduziert. nur dort eingesetzt, wo diese Antikoagula- 
tionseigenschaften benotigt werden, namlich im Kontaktbereich des Implantates mit dem Blut 

Es sind nun technische -Verfahren zur Belegung organischer Materiaiien mit Antikoagulatien bekannt (siehe 
beispielsweise B. Seifert et al "Heparinisierte Polylaktide als bioresorbierbare hamokompatible Biomaterialien" 
20 in Biomedizmische Technik 1994; 39: S. 103 bis 104). Speziell im Zusammenhang mit Brustkorb-Drainagekathe- 
^^"^f *ff,^?.^.'"^^^''^"^ '^^ ®^ bekannt, an das PVC-Material einen photoaktiven PoIyacrylamid.Heparin-(Pho- 
to.PAyHEP->Komplex zu binden. Diese Photo. PA/HEP-Beschichtung fuhrt zu einem Katheter mit einer 
benetzbaren Oberflache und verbesserten Blutkontakteigenschaftea Spuren von Heparin werden dabei freige- 
setzt und letzteres gieichzeitig kovalent an die Oberflache des Katheters gebunden. Bei einem deranig ausgeru- 
25 steten Brustkorb-Drainage-Katheter ist die Blut-Klumpen- und Thrombosebildung in dem Bereich minimiert. in 
dem der Katheter mit dem sich im Brustraum ansammelnden Blut in Kontakt stehL Die vorstehenden Erkennt- 
nisse ergeben sich aus dem Fachbeitrag zum "Surfaces in Biomaterials Symposium" von P. Gingras et al "Surface 
Modification of Poly (Vinyl Chloride) Chest Drainage Catheters with Anticoagulants for passive Drug Release" 
Da nun die eingangs genannten kardiovaskularen Impiantate aus anorganischen Materiaiien, wie z. B. Tantal 
30 einer Titaniegierung. medizinischem Stahl oder pyrolytischem Kohlenstoff bestehen bzw. eine anorganische 
Beschichtung beispielsweise aus amorphem Siliziumkariiid aufweisen, besteht das Problem ein entsprechendes 
Verfahren zu finden, um Hepann- Praparate auf den genannten anorganischen Werkstoffen zu binden. damit 
kardiovaskulare Impiantate antikoagulative Eigenschaften aufweisen konnen. 

Die Losung dieses Problems ist im Anspruch 1 angegeben. Das demgemaB vorgeschlagene Verfahren weist 
35 folgendes Verf ahrensschntte auf: 

- Aktivierung der anorganischen Substratoberflache durch Anatzen, 

- Aniagern einer photoaktiven Benzophenonverbindung unter UV-Bestrahlung als Spacer mit einer 
Aminoschutzgruppe auf der aktivierten Substratoberflache, 

40 — Abspaltung der Aminoschutzgruppe mit einer wasserfreien Piperidinlosung, und 

- kovalente Peptid-Bindung von Heparin an die freiliegenden und reaktionsfahigen Aminognippen der 
Substratoberflache durch deren Beaufschlagung mit einer waBrigen Heparin- Losung. 

Auf diese Weise kann ein kardiovaskulares Implantat mit einer anorganischen Oberflache hergestellt werden, 
45 an der biologisch aktives Heparin mit einer Oberflachenkonzentration von typischerweise 50 mlU/cm^ angela- 
gert ist Aufgrund der kovalenten Peptid-Bindung des Heparins bleibt dessen Aktivitat in vitro uber Tage und 
Wochen unveranden. Die Heparin-Aktivitat hemmt in positiver Weise die Blutgerinnung an den kardiovasula- 
ren Implantaten, was durch um den Faktor 33 bis 4 gegenuber unbehandelten Proben verlangerte Reaktions- 
und Gerinnselbildungszeiten bei der Thrombeiastographie verifiziert werden kann. 
50 Die Anspruche 2 bis 8 kennzeichnen vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaBen Verfahrens. So 
kann das Hepann einerseits auf einer aktivierten Substratoberflache auf Metall- oder Kohlenstoff- Basis direkt, 
andererseits aber auch auf der aktivierten Substratoberflache einer amorphen Siliziumkarbid- Beschichtung des 
Implantats deponiert werden. Derartige amorphe Siliziumkarbid-Beschichtungen haben in jungster Zeit ver- 
starkte Aufmerksamkeit als physiologisch gunstige Beschichtungsart erfahren, deren positive Eigenschaften 
55 durch die hier beanspruchte Aniagerung und Immobilisierung von Heparin im Hinblick auf den erfindungsge- 
maU vorgesehenen Einsatzzweck noch stark verbessert werden konncrt 

Die bevorzugtermaBen vorgenommene Aktivierung der Substratoberflache durch Anatzen mit Ruorwasser- 
sioff-Saure fuhrt insbesondere im Zusammenhang mit einer amorphen Siliziumkarbid- Beschichtung zu einer 
wirksamen Protonierung der Oberflache. was die Effektivitat des wciteren Aniagcajngsmcchanismus unter- 

60 StUtZt- 

wM'^n.^'^ photoaktive Beiizophenon-Verbindung bevorzugt verwendete Fmoc-p-Bz-Phc-OH- Losung in 
iN.N -Dimethylformamid (DMF) beruht auf einem handelsublichen Produki Fmoc p-Bz-Phc OH was den Her- 
sieiiungsvorgang naturgemaB vereinfacht und raiioneller gestaltcL 

v^r^^L^"f^'^"^-o ^ ® beziehen sich auf bevorzugte Verfahrensparameier im Zusammenhang mit der 
r^TnTcK ^^"i '^^'^'■'S^" Heparin- Losung. Nahere Informaiionen daruber sind der Beschreibung des Ausfuh- 
rungsbeispiels entnehmbar. ^ 

R*.?Vprf"X?^^u ^ ""^ \^ beziehen sich auf ein kardiovaskulares Implantat, das mit Hilfc des crfindungsgema- 
cnanrens hergestellt ist, so daB Heparin als gerinnungshemmender Stoff mittcis einer k valenicn Pcptid- 
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bindung auf der Substratoberflachc angelagert und immobilisiert isL BevorzugtermaQen ist dabei die Substrat- 
oberflache durch eine Beschichtung aus amorphem Siliziumkarbid gebildet 

Weiiere Merkmale, Einzelheiten und Vorteile der Erfmdung ergeben sich aus dem f Igenden 

Ausfuhrungsbeispie! 

Es ist vorwegzuschicken, daB das erfindungsgemaOe Verfahren anhand der Anlagerung und Immobilisierurig 
von Heparin auf einer Siliziumkarbid-(a-SiC : H)-Beschichtung (Probennache aus Tantal mit einer Beschichtung 
aus amorphem Siliziumkarbid. ProbengroBe 5 x 10 x 1 mm^) beschrieben wird. Die entsprechende Vorgehens- 
weise und die mit der Probe erhaltenen Ergebnisse, wie sie im folgenden noch naher erlautert werdert, kdnnen 
jedoch ohne weiteres auf die Anlagerung und Immobilisierung von Heparin auf Stents ubertragen werden. die 
mit einer Siliziumkarbid- Beschichtung versehen sind. 

Zur Verfahrensweise ist auszufuhren. daB die Siliziumkarbid-Oberflache zunachst mit 40%-iger Fluorwasser- 
stoff-Saure angeatzt wird. Dieses Anatzen fuhrt zur Anlagerung von Protonen an der Oberflache, was sich durch 
ubiiche infrarotspektroskopische Untersuchungen der a-SiC:H-Oberfiache ermitteln laBt 

Danach wird die Probenoberflache mit Wasser gespult und die Probe in 2 ml einer 20x10 *-molaren 
Fmoc-p-Bz-Phe-OH-L6sung in NJM'-Dimethylformamid (DMF) inkubiert Die als photoaktive Spacer-Substanz 
wirksame Fmoc-p-Bz-Phe-OH-L6sung ist als handelsubliches Produkt Tmoc-p-Bz-Phe-OH", Produktnumnier 
B 2220 der Firma "Bachem Biochemica GmbH". Heidelberg zu beziehen. Die Reduktion des Benzophenons wird 
durch die Bestrahlung mit UV-Ucht eingeleiteL Nach der UV-Bestrahlung wird die Reaktionslosung abgegossen 
und die Probe mehrmals mit destilliertem Wasser gespult 

Der nachste Schritt umfaBt die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit 25%-iger Piperidinlosung in DMF. 
An der nun freiliegenden und reaktionsfahigen Anlinogruppe erfolgt die Bindung des Heparins. Dazu wird die 
Probe in 1 ml einer waBrigen Ldsung. bestehend aus 10.000 lU Heparin und 50mg N-(3-Dimethylaminopro- 
pyl>-N'-ethylcarbodiimid-hydrochlorid fur einige Stunden bei Raumtemperatur inkubiert Diese Reaktion wird 
durch das Abfritten der Reaktionslosung beendet 

Durch die vorstehend erlauterte Verfahrensweise wird auf der Siliziumkarbid-Oberflache ein Siliziumkarbid- 
Spacer-Heparin-Komplex aufgebaut, wie er der folgenden Strukturformel entspricht 
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Die Oberflachenkonzentration des biologisch aktiven Heparins auf der Probe kann mittels einschlagiger 
biochemischer Verfahren zu 50 mlU/cm^ bestimmt werden. Derartige Proben wurden weiterhin einem intensi- 
ven Spiilvorgang in physiologischer Kochsalzlosung unierzogen, um das Verhalten der Heparin-Beschichtung 
im Blutstrom zu simulieren. Die entsprechenden Versuche ergaben. daB die biologische Aktivitat auch nach 
einer Spulzeit von 14 Tagen nicht abnimmt Dies bedeutet. daB praktisch eine 100%-ige Immobilisierung des 
Heparins auf der Siliziumkarbid-Oberflache stattfmdet 

Weiterhin wurde der EinfluB der Heparin-beladenen Beschichtung auf die Blutgerinnung durch den Vergleich 
der Thrombelastogramme von Proberv mit Siliziumkarbid-Beschichtung ohne und mit Heparin-Anlagening 
bestimmt Die Thrombelastographie liefene Reaktionszeiten und Gerinnselbildungszeiten, die bei Proben mit 
Heparin- Anlagerung um den Faktor 3J5 bzw. 4 hoher lagen als bei Siliziiimkarbid-beschichteten Proben ohne 
Heparin-Aniagerung. Diese Verzogerung der Blutgerinnung belegt, daB die Siliziumkarbid-Beschichtung nut 
Heparin- Anlagerung aufgrund ihrer biologischen Aktivitat die Blutgerinnung an kardiovaskularen Implanuten 
hemmt . 

Patcntanspruche 

1 Verfahren zum Ania'gem und Immobilisieren von Heparin auf organischen Substratobcrflachen von 
kardiovaskularen Implaniaten, wie Herzklappen lmplantaten oder alloplasiischen GefaBwandstutz a mit 
folgenden Verfahrensschriti n: 
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— Akiivierung der anorganischen Substratoberflache durch Abatzen, 

— Anlag.ern einer photoaktiven Benzophenonverbindung mil einer Aminoschutzgruppe unter UV-Be- 
strahlung als Spacer auf der aktiviertenSubstrat berflache. 

— Abspaltung der Aminoschutzgruppe mil einer wasserfreien Piperidinlosung, und 

— kovalente Peptid-Bindung von Heparin an die freiliegenden und reaktionsfahigen Aminogruppen 
der Substratoberflache durch deren Beaufschlagung mit einer waBrigen Heparin- Losung, 

2. Verfahren nach Anspnich 1, dadurch gekehnzeichnet, daB Heparin auf einer aktivierten Substratoberfla- 
che aus Tantal Tiianlegierung. medizinischem Stahl oder pyrolytischem fCohlenst ff angelagert und immo- 
bilisiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Heparin auf der aktivierten Substratoberflache 
einer amorphen Silizumkarbid-Beschichtung des Implantates angelagert und immobilisiert wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB die Aktivierung der Substrat- 
oberflache durch Anauen mit Fluorwasserstoff-Saure, vorzugsweise mit 40%iger Fluorwasserstoff-Saure 
erfolgt 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB als photoaktive Benzophenon- 
verbindung eine Fmoc-p-Bz-Phe-OH-Losung in N J^^'-Dtmethylformamid yerwendet wird. 

6. Verfahren nach etnem der Anspruche 1 bis 5» dadurch gekennzeichnet, daB die waBrige Heparin-Losung 
aus Heparin mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid-hydrochlorid in Wasser besteht 

7. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, daB die waBrige Heparin-Losung bezogen auf 1 ml 
Losungsvolumen 10.000 lU Heparin und 50 mg N-{3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid-hydro- 
chlorid enthalt 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Substratoberflache mit der Hepann- 
Losung fur einen Zeitraum von 2 bis 6 Stunden bei Raumtemperatur beaufschlagt wird. 

9. Kardiovaskulares Implantat, wie kunstliche Herzklappe oder alloplastische GefaBwandstutze, hergestellt 
nach einem Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 8 und mit einer anorganischen Substratoberflache, 
dadurch gekennzeichnet, daB Heparin mittels einer kovalenien Peptidbindung auf der Substratoberflache 
angelagert und immobilisiert ist 

10. Kardiovaskulares Implantat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Substratoberflache 
durch eine Beschichtung aus amorphem Siliziumkarbid gebildet ist. 



